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Abstract: Tamarix  spp.  (saltcedar) were  introduced  from Asia  to  the  southern United  States  as 
windbreak  and  ornamental  plants  and  have  spread  into  natural  areas.  This  study  determined 
differential  gene  expression  responses  to water deficit  (WD)  in  seedlings  of T.  chinensis  and T. 
ramosissima from established invasive stands in New Mexico and Montana, respectively. A reference 
de novo transcriptome was developed using RNA sequences from WD and well‐watered samples. 
Blast2GO  analysis  of  the  resulting  271,872  transcripts  yielded  89,389  homologs.  The  reference 




332 were DEG  in  common between  the  two  species. Network  analysis  showed  large biological 
process networks of similar gene content for each of the species under water deficit. Two distinct 
molecular  function  gene  ontology  networks  (binding  and  transcription  factor‐related) 
encompassing multiple up‐regulated transcription factors (MYB, NAC, and WRKY) and a cellular 







States  [1]. Multiple  introductions of Tamarix species were planted across  the southwestern United 
States  for erosion control and windbreak purposes  [2]. This has  led  to hybridization,  resulting  in 
multiple complexes, rather than individual species, becoming the dominant Tamarix taxa in North 
America  [3,4]. Once  established, Tamarix  is difficult  to  control  and  reinvasion  commonly  occurs 
unless  plants  are  continually  managed,  often  at  great  cost  [5,6].  Economic  and  ecological 




T.  chinensis  and T.  ramosissima  are  the most  common  invasive Tamarix  in  the United  States. 
Extensive hybridization of  these  two  species  is  found  in North America, with hybrid genotypes 






originally  found  in middle Asian  deserts  under  saline  conditions.  These  genetic  differences  are 
supported  by  phenotypic  differences  along  a  latitudinal  gradient.  Plants  successful  in  northern 
regions exhibit smaller stems, stem dieback, high energy investment in root material, truncated seed 
release periods, greater  cold hardiness,  and  early‐fall bud  set  and  leaf  senescence  [13–18]. These 




Plants  can  become  tolerant  to  environmental  stress  through  biochemical  and  physiological 
responses  resulting  from acclimation  responses. The molecular, physiological, and  transcriptomal 
responses  to  drought,  low  temperature,  and  salt  stress  are  intertwined  [19,20],  and  many 
transcription‐factor  genes  (e.g.,  DRE—dehydration  responsive  element/CBF‐C‐Repeat‐Binding 
Factor; ERF—ethylene responsive element; zinc‐finger  family)  that are  induced by each stress are 
similar among stresses [20]. Indeed, DREB1 and CBF are different names for the same transcription 
factor  although  the  former was  isolated under water‐stress  induction,  and  the  latter, under  cold 




Dakota and South Dakota  [21]. A  larger area may be  susceptible  if  conditions become drier and 
warmer [22,23]. Habitat suitability models predict that croplands and grasslands may be 1.5 to 2 times 








The abilities of Tamarix  to survive drought and salt stress have been used  to  identify abiotic 
stress tolerance‐related genes. Late embryogenesis abundant (LEA) genes from T. androssowii confer 
greater drought  tolerance  in  transgenic poplar  (Populus  sp.)  [26] and  cold  tolerance  in  transgenic 
blueberry  (Vaccinium  sp.)  [27].  Salt  and  drought‐related  LEA,  dehydration‐responsive  element 
binding (DREB) genes and other transcription factor genes from T. androwosii and T. hispida promote 
salt and water stress tolerance in tobacco (Nicotiana tabacum) and thale cress (Arabidopsis thaliana) [28–
36]. While  these  functional  gene  analysis  studies  indicate  that  there  are water  and  salt  stress‐
associated genes that can contribute to abiotic stress tolerance, transcriptional cataloging has been 




and  T.  ramosissima,  while  sharing  some  characteristics,  will  have  noteworthy  differences  that 
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contribute to their individual invasive capacity. To facilitate future studies on the invasive character 




The  Illumina HiSeq2000 yielded a  total of 316,308,226 high‐quality paired end  reads  from T. 
chinensis and T. ramosissima, which were used to develop a de novo reference Tamarix assembly (Table 































Specific  BLAT  settings  are  noted  in  the Methods  section.  The  X‐axis  identifies  the  number  of 
transcripts, and  the Y‐axis  identifies  the name of  the  species. Numbers next  to  the bars  show  the 
number of homologus transcripts for each species. 
CD‐Hit  analysis  identified  a  total  of  198,679  unique  transcripts.  Prediction  of  transcription 





unigenes  present  in  the  transcriptome.  Transcription  factor  genes  were  predicted  from  unique 
Tamarix  contigs  using  PLANTTFDB  (version  4.0).  The  X‐axis  indicates  the  brief  name  of  the 
transcription  factor  family, and  the Y‐axis  shows  the number of unique genes  identified  for each 
transcription factor family. 






93.4% of  total variation  for species and  treatment. There were 3972 differentially expressed genes 








Figure 3. Principal component analysis of T. chinensis  (TC) and T. ramosissima  (TR) genes  (117,867 
genes). Normalized  transcript counts  for all  transcripts were explored using Principal Component 
Analysis (PCA) in R programming language. Genes are expressed in transcripts per kilobase million 








ramosissima  (TR)  in well‐watered  (C)  and water deficit  (WD)  treatments. Differentially  expressed 



































a  greater  percentage  of  catalytic  activity  and  binding  in  the molecular  function  categories were 
significantly enriched for T. ramosissima (Figure 6, Table S5). 
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Figure 6. Gene ontology classification of differentially expressed genes  in T.  chinensis  (TC) and T. 
ramosissima  (TR).  Differentially  expressed  gene  ontology  terms  were  functionally  classified  and 
visualized  with Web  Gene  Ontology  Annotation  Plot  (WEGO,  version  2.0).  Blue  and  red  bars 
represent the number of genes up‐regulated in TC_water deficit treatment (WD) and TR_WD relative 
to  their  respective well‐watered  control. Gray  and  yellow  bars  represent  the  number  of  down‐
regulated genes in TC_WD and TR_WD relative to their respective well‐watered control. 
2.6. Tamarix Homologs with B. vulgaris and A. thaliana 
Tamarix gene homologs with B. vulgaris and A.  thaliana genes were  significantly enriched  in 
biological processes, cellular component and molecular function gene ontology categories and KEGG 
pathways.  Tamarix  homologs with A.  thaliana were  found  to  be  signficantly  enriched  in KEGG 
pathways  such  as  oxidative  phosphorylation,  MAPK  signaling  pathway,  Phosphatidylinositol 
signaling system, and MRNA surveillance pathway (Tables S6–S8). 















DEG  identified  in TCWD and TRWD, respectively. The  functional GO categories uniquely down‐
regulated in TCWD included regulation of many primary and secondary biosynthetic and metabolic 















regulation  of  genes.  (b)  Significantly  enriched  biological  processes  for  T.  ramosissima  genes  up‐
regulated  under water  deficit  treatment  (TRWD)  relative  to  its well‐watered  control.  Significant 
enrichment networks were performed using DEG in the iGraph R package in the ShinyGO web server. 
Network  consists  of  nodes  and  lines  connecting  the  nodes. Nodes  are  circles, which  denote  the 
different biological process categories. The color of the circle denotes the direction of regulation of the 
genes belonging  to each enriched biological process  in  the network. Lines denote  the  interactions, 
which are the genes that are common between any two biological processes. Green color in the circles 
indicates greater up‐regulation of genes. Enriched GO  categories down‐regulated  in TRWD were 
negative  regulation  functional  categories  (cellular processes, gene expression,  signaling and RNA 
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factor genes uniquely up‐regulated in TCWD included MADS‐box transcription factor family protein 





matched  254  and  71  of  the TCWD  and TRWD DEG,  respectively. VitisNet Pathway  enrichment 
analysis of  the TCWD  and TRWD DEG  showed positive  enrichment of  the WRKY  transcription 
factors with WRKY 57 homolog  in both  species.  In addition, genes  related  to  starch and  sucrose 








T.  chinensis  and T.  ramosissima  plants  are  shown  to  survive  fire  and mowing  treatments  [40]. T. 
chinensis and T. ramosissima are more drought tolerant than many native riparian species, contributing 





There  is  currently  no  published  genome  for  any  Tamarix  species;  therefore,  a  reference 




salt stressed roots (47,000 to 59,000  (T. hispida and T. chinensis)) or  in  the diurnal  transcriptome of 













Top  hits  of  DEG  up‐regulated  in  common  under  deficit  treatments  included  known  drought‐
responsive genes. Previous  studies  in  salt, osmotic, metal  and water deficit  stress  identify NAC, 
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low  expression  of  reactive  oxygen  species,  and  knockout  of  MYB13  had  the  opposite  effect, 
suggesting that MYB13 played a role in salt tolerance by regulating reactive oxygen species. In the 











suggesting  that  there may  be  negative  regulation  of  specific  reactive  oxygen  scavenging‐related 
genes. In Arabidopsis, down‐regulation of ERF1 occurs in response to overexpression of a DREB gene 
and is associated with an increase in WRKY gene expression and drought tolerance [53]. Similarly, 















T.  chinensis  had  a  greater  change  in  gene  expression  in  response  to water  deficit  than  T. 
ramosissima  did.  The  common  expression  of  the  transcription  factors MYB27, MYB106,  NAC47, 
NAC103, and WRKY57  in T. chinensis and T. ramosissima suggests a strong potential role  in water 
deficit  tolerance  in Tamarix  that  should be  explored  relative  to  the  regulation of  reactive oxygen 
scavenging genes. Dehydrin/LEA protein genes were up‐regulated in T. chinensis and T. ramosissima, 
suggesting potential  for  increased drought  tolerance. Up‐regulation of ERF1  in T. chinensis and T. 
ramosissima and up‐ and down‐regulation in different peroxidase genes also shows how both species 






secondary biosynthetic and metabolic processes, and  enriched GO  cellular  component  categories 
were photosystem‐related. Enriched categories for the TRWD down‐regulated DEG included cellular 






in  the  southwest United  States  and  in more northern  latitudes,  respectively)  in  flaccid  leaves  in 
response  to water deficit. While Tamarix  spp.  are not  known  for water use  efficiency  (WUE), T. 
ramosissima appears to have better WUE than T. chinensis [41]. In the fourteen week‐old plants in this 





























27  January 2014. Tamarix species  identities were determined  through Amplified Fragment Length 









plant  per  replicate  sample), which were  sampled  for  each  of  the WD  and well‐watered  control 














750  μL  aliquot  of  this mixture was  transferred  into  a  binding  column,  centrifuged  for  1 min  at 
maximum speed, flow‐through discarded, and steps repeated for the remaining mixture. The column 
was placed into a new 2 mL collection tube, 550 μL of wash Solution 1 was added to the column and 








to  280  nm  and  at  260  to  230  nm,  and  RNA  yield were  obtained  using  a NanoDrop ND‐1000 











Raw sequence  reads were checked  for quality with FastQC  (version 0.11.3)  [57]. Reads were 
trimmed from 5′ and 3′ ends to a Phred quality score of >20 with Prinseq (version 0.20.4) [58], and 
only  reads with more  than 20 nucleotides were maintained  for  transcriptome assembly and gene 
expression analysis. 
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using CloudBlast with  parameters; BLASTX,  a word  size  of  3,  an  expectation  value  of  1×10−10  a 
maximum target hit sequence of 1, and a Highest Scoring Pair (HSP) length cutoff of 33. The top‐hit 
homologs were  identified with a BLASTX search. GO  [62–64] and GO Consortium 2019  terms  for 
these top‐hit homologs were retrieved using Blast2GO (version 4.1.9). 
Unique  contigs were  identified using Cd‐Hit  (version  4.6.7)  [65]. Transcription  factors were 
predicted  from  the unique Tamarix contigs using PLANTTFDB  (version 4.0)  [66,67]. Transcription 































application  performs  gene  ontology  analysis  based  on  Ensembl  v92  (over  200  plant  and  animal 
species).  The  significantly  enriched  biological  processes/molecular  functions/cellular 
components/kegg pathways were identified using a hypergeometric test, and Bonferroni correction 




mapped  to  their V.  vinifera homologs  and  tested  for pathways using VitisNet pathways  [80–82]. 
Significantly  enriched VitisNet  pathways were  obtained with  the VitisPathways  tool using  1000 
permutations and a Fisher’s exact test with p‐value < 0.05 and permuted p‐value < 0.05 [80–82]. 





Supplementary  Materials:  The  following  are  available  online  at  www.mdpi.com/xxx/s1,  Figure  S1:  (a) 
Significantly enriched biological processes for T. chinensis genes down‐regulated under water deficit treatment 
(TCWD) relative  to  its well‐watered control.  (b) Significantly enriched biological processes  for T. ramosissima 
genes down‐regulated under water deficit  treatment  (TRWD) relative  to  its well‐watered control. Significant 
enrichment networks were performed using DEG in the iGraph R package in the ShinyGO web server. Network 
consists of nodes and lines connecting the nodes. Nodes are circles, which denote the different biological process 
categories. Lines denote  the  interactions, which are  the genes  that are  common between any  two biological 
processes. Green  color  in  the  circles  indicates greater down‐regulation of genes. Figure S2:  (a) Significantly 









chinensis  and  T.  ramosisima.  Table  S6:  Biological  processes  up‐  and  down‐regulated  in  T.  chinensis  and  T. 
ramosissima. a. Enriched biological process categories up‐regulated in T. chinensis. b. Enriched biological process 
categories  up‐regulated  in  T.  ramosissima.  c.  Enriched  biological  process  categories  down‐regulated  in  T. 
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